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論 文 内 容 要 旨
緒論'
発 酵乳 は古 くか ら健 康食 品 と して、世界 中で大 量 に製 造お よび消費 され てい る。
しか し、一般 的 に発 酵乳 に用 い られ る菌種 は 胃酸 ・胆汁酸 耐性 が低 く、 ヒ ト腸管
では 生育 しに くい。 我 が 国で は、,8{β40加o'θア∫〃〃2、加o∫o∂αo∫1ん3(ム)oα3θ∫お よび
五.αoゴ40舜'1雄な どを加 える ことに よ り、摂 取後 の腸 内増殖 に よ り発現 す る様 々 な
生 理効 果(プ ロバイ オ テ ィクス)を 期 待 した製 品 も製 造 され て い る。 中で もL.
αo/4{1助∫ 鋸は、 ヒ ト腸 管 内で検 出 され る乳酸 桿 菌の主 要菌種 で あ る ことが 注 目さ
れ 、発酵 乳へ の利 用 が広 が りつつ あ る(Table1)。プ ロバイ オテ ィック菌 を用 い た
発酵 乳 の開発 設計 には、 ヒ ト腸管 定住性 菌株 の選抜 とその メカニ ズム の解 明が重
要 な課題 とな る。 とくに、運動性 を持 たないL.αo'のρん1〃3の腸 管 内で の生残性 と
増殖性 に とって、腸管 へ の付 着機 構 は まず 初 め に検討 す べ き点 であ る。 しか しな
が ら、乳酸桿 菌 の ヒ ト腸 管付着機 構 は未 だ解 明 され てお らず 、様 々な付着機 構 が
提案 され てい るに過 ぎない。
ヒ ト腸 管壁 の微絨 毛は厚 い粘液 層 に覆 われ ℃ お り、ム。αc'40舜'1鰐が腸 管 に到達
した際 、まず この粘 液層 に接 触 して付着す る事 が予想 され る(Fig,1)。この粘 液物
質は 「腸 ムチ ン」 と呼ばれ てお り、0一グ リコシ ド型(ム チ ン型)糖 鎖 を結合 す る
高分子 量糖 タンパ ク質で あ る(Fig。2)。本研 究室 で は、この腸 ムチ ン糖 鎖 に注 目 し、
L.αo/40pん1π3の糖鎖付 着性 につ いて これ まで検討 を行 って きた。Takahashiらは、
入手 困難 な ヒ ト腸 ムチ ンの代替 品 として、類似 した糖鎖構 造 を持 ち、比較 的入 手
が容 易 な ラ ッ ト大腸 ムチ ン(RCM)に 注 目し、RCMコ ー テ ィ ング ビー ズ を利 用
した新 規 ヒ ト腸 管付着性 判別 法 を開発 した(Fig.3)。本 法㌍ よ りヒ ト腸 管付 着性 菌
の選抜 は可能 とな ったが 、そ の操作 は非 常 に複 雑 であ り、多検 体選 抜が 困難 であ
る と共 に、非特異 的吸着 の強いBグ ルー プ菌株 の選抜 が難 しいな どの問題 点 が残
され てい た。そ こで本研 究で は、上記 法 を改 良 した新規 判別 法 を開発す る と共 に、
ム α01ゴo舜'1〃3グル ー プ乳 酸 菌の ヒ ト腸 管付 着機 構 の一端 を解 明す るこ とを 目的 と
した。
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第一 章 ラ ッ ト大腸 ムチ ンを用 いたL.αcゴ吻pゐ撫5グ ル ー プ乳酸 菌 の
ヒ ト腸 管付着 性 の新規判 別法 の開発 とそ の応 用
第一 節 ラ ッ ト大腸 ムチ ンを用 い たL.ロc∫40pゐ枷5グ ルー プ乳酸 菌 の
ヒ ト腸 管付 着性判 別方 法 の開発
多 検体 同時分 析 を可能 とする、より簡 便なスクリーニング法 の開発 を 目的 として、有 用
乳酸 菌検 索の商 業利 用も視 野 に入 れた 五.∂01ゴopカ17召5グループ乳酸 菌の新 規ヒト腸管
付着性 測定法 の開発 を行 った。
入 手 困難 なヒト腸 管ムチンの代用 としてラット大腸ムチン(RCM)を96穴「マイクロプレー
トウェル に固定化 し、菌体 表層 タンパク質(SLP)との結合性 を調 べる方法 を開発 した(Fig.
4)。96穴一マイクロプレ同 トを採用 することで多検体 同時 分析だけではなく、付着 活性 の数
値化し相 互 比較することが可能 となった。また、生菌 体ではなくSLPを用 い、さらに新規緩
衝液 を用いることにより非 特異 的吸着 を低く押さえることに成 功 し、Bグ ループ菌も含 めた
ゐ.80〆ゴoρ力加5グ ループ乳 酸 菌全体 の新 規ヒト腸 管付 着活 性測定 が初 めて可能 となった。
本法を用 いて、ゐ、80∫ゴoρ力加5グ ループ乳酸 菌35菌 株 についての付着性 を検 討した結
果、全 菌株 にお いて付 着 性 が確認 され、個 々の菌株 において特 有の付 着 活性 を示 して
いた(strain-speci負city,Fig.5)。各サブグループで比較 した場合 、B1サブグループにお
いて特 に強い付 着性 を示 した。ヒト大腸 カルノア固定切 片 を用 いた付着性 試 験 において
も、上記判 別 法により選 ばれた5菌 株 で強い付着 活性 が確認 された(Fig.6)。以上の検
討 により、Bグループ菌 はRCMに 対 して強 い付 着性 を示 すことから、その菌体 表層 にはヒ
ト腸 管 に対 しても付 着 する因 子の存在 することが初 めて明 らかとなった。動 物 糞便 および
腸 管より検 出される五.80∫ゴo畑加5グ ループ乳 酸菌 は、動物種 により特 徴的 なサブグルー
プの存在することが報 告されてお り、ヒトの場 合 は 五.88∬θが(B1)が高頻 度 に検 出され て
いる。今 回 の 実 験 結 果 は、この報 告 を支 持 す るとともに、本 法 がヒト腸 管 付 着 性 ゐ.
30∫ゴoρ力加5グ ループ乳 酸菌の判別 法として有効 であることを示 していた。
第二節 新規ヒト腸管付着性判別法を応用した
ム.80ガopゐ加5グループ乳酸菌付着部位 の特定
ラット大腸 ムチン(RCM)が高分子 量糖タンパク質であることから、菌体 はRCMの 糖鎖部
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位もしくはタンパク質部位 を認識 し、付着すると考えられる。この付 着部位 の特定を 目指し
て、以 下の検 討を行った。
過 ヨウ素酸 によるRCM糖 鎖 部分 の酸化 が及 ぼす付着性 変 化を検討 したところ、付 着
性 は40-20%まで大きく減少 した(Fig.7)。従って、菌 体はムチンの糖 鎖部 位 を主として
認識 し、付着性(レクチン様 活性)を示 すことが明らかとなった。
認 識糖 鎖 に関する知 見を得るために、RCM糖 鎖 を構 成 する5種 類の単糖 および切 り
出しRCM糖 鎖 によるハプテン糖試 験 を行 った。その結果 、RCM糖鎖 では付着 性 の減少
が見 られたが、単糖 では全く認 められなかった(Fig.8,9)。このことは、菌体 がRCMの 単
糖 単位 を認 識 するのではなく、より大 きな 「オリゴ糖 単位 」を認 識 ・結合 す る事 を示 唆して
いた。また、各 種エキソグリコシダーゼによるRCM糖 鎖 の酵素 的消 化実験 においても、五.
8a∬θが の4菌 株 はRCM糖 鎖 のGa1NAcを含むオリゴ糖 を認 識 し、さらに内部配 列の
GlcNAcやGa1単位 に対する認 識性 を示す菌株も存在する事 を明らかにした。
第二章 選抜 された ヒ ト腸管高付着性菌か らの レクチン様 タンパ ク質の
精製 とその特性解析
第一節 ヒ ト腸管高付着性 菌か らの糖鎖付着性 タンパ ク質の精製および
その特性
ム.∂oノゴoρ力加3の ヒト腸管付 着 性 は、菌体 表層 に存在 するレクチン様 タンパク質 が腸ム
チン糖鎖 のオリゴ糖 単位 を認識 することにより開始されるものと考えられる。そこで、RCMを
固定 化したPVDF膜 を「疑 似 ヒト腸 管粘膜 」と考え、これに菌体 表層 タンパク質(SLP)を反
応 させることにより、RCM付着性SLPを単離 した(Fig.10)。
前章 の選 抜法 で高い付着 性を示 した7菌 株 を対 象として、それぞれRCM付 着性SLP
を回収 し、SDS-PAGE分析 に供 し:た(Fig.11)。全 ての菌株 で数本 の明瞭なバンドが検 出
された。対照 的 に、RCM糖鎖を過ヨウ素酸 を用いて分解 処理 した場 合、回収量 は微 量で
あり、SDS-PAGE分析 でもバンドは検 出されなかった。従って、これらの単離 されたタンパ
ク質 は糖 鎖 付着性 を持 つRCM付 着 性成 分(レクチン様タンパク質)であることが確 認され
た。
ムgα∬θ71LA2は、当研 究室 にお いて ヒ トi糞便 か ら分離 され 、本 選抜 法 にお いて
高 いRCM付 着 性 を示 した。:LA2由来 のRCM付 着 性S:LPは、SDS-PAGE分析 にお
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い て三本 の明 瞭なバ ン ドを与 えた。,これ らの タ ンパ ク質 の分 子量 は、20、30およ
び60kDaと推定 され 、PAS染色 され ない ことか ら、糖 鎖 を結 合 しな い単 純 タ ンパ
ク質 で ある こ とが明 らか とな った。SDS-PAGEゲル か らそれ ぞれ の タ ンパ ク質成
分 を切 り出 し調製 し、ア ミノ酸組 成分析 を行 った結 果 、全成 分 が疎 水性 ア ミノ酸
に富む こ とが判 った(Taもle2)。また、それ ぞれ の成分 のN一末端 ア ミノ酸配 列 を
明 らか に した(Fig.12)。
第 二 節L.gα ∬8ノ∫LA2由 来 の ヒ ト腸 管 付 着 性 因 子 「tA2-20」の
遺 伝 子 構 造 解 析
前 節 に お い て 明 ら か と な っ たRCM付 着 性SLPのN一 末 端 配 列 情 報 よ り 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ドプ ロー ブ を 作 成 し、 ゐ.go∬θ7'LA2の染 色 体DNAよ り ク ロ ー ニ ン グ
を 試 み た 。
30お よ び60kDa成 分 に つ い て は 、 染 色 体DNA上 に 重 複 配 列 が 多 数 存 在 す る こ
と か ら 、 塩 基 配 列 決 定 に は 至 ら な か っ た 。20kDa成 分 の ク ロ ー ニ ン グ で は 、 一 つ
のOpenReadingFrame(ORF)が確 認 され 、SD配 列 の 存 在 お よ びN一 末 端 配 列 の 相 同
性 よ り、20kDa成分 の 構 造 遺 伝 子 で あ る こ と が 明 か と な っ た(Fig.13)。本 タ ン パ
ク 質 は 、176ア ミー ノ酸 残 基 か ら な り、分 子 量 は19,393と計 算 さ れ 、SDS-PAGEで得
られ た 結 果 を 支 持 す る も の で あ っ た 。 ま た 、 推 定 され る 等 電 点 は 、9.55と塩 基 性
で あ っ た 。 ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 っ た と こ ろ 、 β∂of刀〃5就 θ∂zo功θ遡oρゴ1`13由来 の
ribosomalproteinL6と61.7%の相 同 性 を 示 した 。 こ れ は 、 リボ ソ ー ム タ ン パ ク
質 の 一 種 で あ り 、 タ ン パ ク 質 合 成 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 で あ る こ と は 判 っ て い る
が 、 そ の 機 能 性 に つ い て は 現 在 研 究 が 進 め られ て い る 段 階 で あ る 。 そ の 特 徴 と し
て 、等 電 点 が 塩 基 性 で あ り(約10)、DNAお よ びRNA等 の 糖鎖 を 含 む 高 分 子 成 分 に
対 す る 付 着 性 を 持 つ こ と が 挙 げ られ る。 従 っ て 、LA2の 菌 体 表 層 に 存 在 す る 本 成
分 も 、 腸 ム チ ン に 結 合 す る 糖 鎖 へ の 特 異 的 付 着 性 に 寄 与 し て い る こ と が 示 唆 され
た 。
第三章 ビオチ ニル化 プ ロー ブを用 いた ム αc'4ρ助 ∫1〃∫グル ー プ乳酸 菌 の
ヒ ト腸 管付着 性 の新 規判 別法 へ のアプ ロー チ
一15一
ラ ッ ト大腸 ムチ ン(RCM)は大量調製 が難 しく、そ の糖 鎖構 造 は複 雑 でエ ピ トー
プ部位 の判 定 は難 しい。 そ こで 、光学 的顕微鏡 下の レクチ ン検 索 な どに使 用 され
る ビオチ ニル化糖 鎖 プ ロー ブ(BPプ ロー ブ)を 用 いた 、よ り簡便 な付 着性判 別 法
の 開発を試 み た。
BPプロー ブの化 学構造 は 、ビオチ ン部 、スペ ーサー 部お よび糖 鎖部 よ り構 成 さ
れ てお り、非特 異的吸着 が少 ないた めに レクチ ン検 索 に適 してい る(Fig.14)。ヒ
ト大 腸 ム チ ン結 合 糖 鎖 の部 分 構 造 を含 む5種 のBPプ ロー ブ を選 択 し、五.
αo'40助〃鰐 の付 着性 を検討 した ところ、菌株 に よ り糖鎖認 識性 に大 きな違 い が見
られ た(Fig.15)。総合 的 な付 着性 を検 討 した ところ、マイ ク ロプ レー トを用 いた
付着 性判別 法 とは大 き く異 な る結 果が得 られ た(Fig.16)。この原 因 と して、プ ロ
ー ブ糖 鎖 の種類 が限定 され てお り、 また硫 酸 基の存 在 しない点 が考 え られ る。以
上 の検 討 に よ り、本 法は 五。αo'ゴo助'1〃5の糖 鎖認 識性 の確認 には有効 な手段 で ある
が、判別 法 としては さ らに改良 の余地が残 され て いる もの と考 え られ た。
総 括
数 多 くの腸 管 系乳 酸菌 の中か ら、人 の健康 にプ ラス効果 を与 え るプ ロバ イオテ
ィ ック乳酸 菌 と して の有用 菌株 を検 索 す るた め の選抜 システ ム論 の構 築 は 、「プ
ロバ イ オテ ィ クス発酵 乳」とい う機 能性食 品 の新規 開発 設計 に必 要不 可欠 であ る。
と くに、運動性 を持 た ない ゐ.αo∫40助〃鰐 が腸 管 内で生残 ・増 殖す るには、腸管へ
の付着 性 は最 も重 要視 され るべ き要因 であ る。 本研 究で は、商業利 用 も視 野 に入
れ た、多検体 同時 分析 が 可能 で、しか も簡 便 な ゐ.oc'40卿'1鰐グル ー プ乳酸 菌の新
規 ヒ ト腸 管付 着性 判別 法 を開発 す ると共 に、 その付着機 構 の一端 を明 らか にす る
ことを 目的 と した。
RCMと マ イ ク ロプ レー トを組 み合 わせ て利 用す るこ とに よ り、新 規 ヒ ト腸 管付
着性 判別 法 の開発 に成功 した。本 法 を用 い て、乳 酸菌35菌 株 の付着 性 を検討 した
ところ、ゐ.gα∬εr'5菌株 にお いて高 い付着 性 が認 め られ た。選 抜 された5菌 株 が、
ヒト大腸 カルノア固定 切片 を用 いた付着 性試 験 においても高値 を示 したことより、本 選抜
法 はヒト腸管付 着性乳酸 菌の選 抜 法として有効であることが示唆された。
上記選 抜法を応 用し、RCM内の付着 部位 の特 定を行 った。RCMの過ヨウ素酸 酸化 に
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よりSLPの 付着性 が激減 したことから、菌 体 は腸ムチンの糖 鎖部位 を認 識 ・付 着すること
を明らかにした。さらにRCM構 成 単糖およびRCM糖 鎖 によるハプテン糖 試 験 により、菌
体 は単糖 単位 ではなく、より大きな「オリゴ糖 単位 」を認 識 ・結合 していることが示 唆 された。
エキソグリコシダーゼによるRCM糖 鎖 の部 分分解 消化 により、付 着機構 の一 部を解 明す
ることが出来た。
RCMを固定化したPVDF膜を用いて、RCM付着 性SLPを調製 した。ヒト腸 管付着 性 の
高い7菌 株 についてRCM付 着性SLPを 回収し、SDS-PAGE分析 に供したところ、全て
の菌株 で数本 の明瞭なバンドが検 出された。当研究 室保 有株L.gα∬εがLA2で は 、
SDS-PAGE分析 にお いて20,30および60kDaの三本 の明瞭 なバ ン ドが得 られ た。
それぞれ のタ ンパ ク質 につ いてN一末端 解析 を行 い 、得 られ た配列 情報 を基 に ク ロ
ーニ ン グを行 った結 果、20kDaのタ ンパ ク質成 分 は176ア ミノ酸残 基 か らな り、
分子 量:19,393、等 電点 が9.55であ る塩基性 タ ンパ ク質 と推 定 され た。 ホ モ ロジ
ー検 索 した ところ、β∂oゴ11σ8●説 θ∂ro助θr摺opゴ1α3由来ribosomalproteinL6と
61、7%の相 同性 が示 され た。 また、残 る30お よび60kDa成分 は、塩 基配 列決 定 に
は至 らなか った。
さらに、市販 のBPプ ロー ブ を用 いた よ り簡便 な付着 性判別 法 を考案 した。本 法
を用 い て乳酸菌35菌 株 の付着性 を検 討 した ところ、糖鎖認 識性 は菌株 特 異的 で あ
る こ とが確認 され た。総 合 的付着性 で は、.前述 のRCM法 とは全 く異 な る結果 が得
られ た。本 法は ゐ.αo'40励'1鰐の糖 鎖認 識性 の確認 には有効 な手段 で あ るが、選 抜
法 として用 い るには改善 の余 地が ある と考 え られ た。
現在 、厚 生省 が認 可す る 「特 定保 健 用食 品」の効 果は一 過性 で あ るものが多 く、
継 続 的 に摂 取 しな けれ ばそ の恩恵 に あずか るこ とは 出来 な い。 今後 、乳酸 菌 の腸
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論 文 審 査 結 果 要 旨
発酵乳(ヨ ー グル ト)は 来 るべ き高齢化社会 において,保 健効果 の面か らも推奨 され る優れた食品
の一 っであ る。近年 では,酪 農乳酸 菌 に加 えて腸管か ら単離 した腸管系乳酸菌が積極的 に使用 されて
いる。 とくに 「プ ロバイオテ ィック乳酸菌」 は,保 健効 果の きわあて優 れた腸管系乳酸 菌 と して位置
づ け られ,そ の有効利用研究が開始 されている。 しか しなが ら,ヒ ト腸管 に付着 性を有 す る有 用乳 酸
菌 を迅速かっ的確 に選抜す るマ ススク リーニ ング法 はいまだ開発 されてお らず,そ の腸管付着 性機構
は分子 レベルで解 明されて いな い。 本研究 は,ヒ ト腸管 か ら単離 される主要乳酸桿菌で あるアシ ドフィ
ルス菌(Lαcfobαc∫伽8αddqρん伽8)に 焦点 を当て,生 化学的,細 菌学的,分 子 生 物学 的手 法 を駆
使 して本菌種の新規有用性を明 らかに し,発 酵乳製品への応用 を 目指 した ものであ る。
発酵乳(ヨ ー グル ト)の 食品形態 で摂取 した乳酸菌 は,プ ロバイオテ ィック乳酸菌 と して機 能す る
ためには,ヒ ト腸管壁へ の菌体の付着性 が きわめて重要 な形質 となる。本研究で は,① ヒト大 腸 ムチ
ンの結合糖鎖 と化学構造 の酷似す るラッ ト大腸 ムチ ン(RGM)を 用 いて菌体表層 レクチ ンの結 合性
を評価す る 「RGMス ク リーニ ング法」 による高 レクチ ン活性株の選抜,② ヒ ト大腸(S字 結腸)組
織 の腸 ムチ ンを含 む粘液層を完全 な形 で残 せる 「カルノア固定切片法」 による ヒ ト腸 ムチ ンへの付着
性 の確認,③ レクチ ンの基質特異性 と結合糖鎖部位を推定 で きる 「糖鎖 プローブ法」 によ る認識糖鎖
のエ ピ トープ部分 の決定,と い う独創 的な3っ の手 法を組 み合 わせる ことにより,機 能 性 ヨー グル ト
用 のプ ロバ イオテ ィックアシ ドフィル ス菌 の 「選抜評 価 システ ム」 を初 あて確立 した。
さ らに,菌 体表層 レクチ ンの新規調製法 の開発 と実際 に単離 した レクチ ンの クローニ ングによ る構
造決定 を試 みた。 その結果,RGMを 疎水性膜表層 に固定化 した 「擬似 ヒ ト腸管粘膜」 を作成 し,そ
こに付着す るレクチ ン本体 を選択的に調製 す るとい う新 手法 を開発 し,L.gα88er几A2の細胞 表層
レクチ ン(正A2-25)の単離 とクローニ ングに成功 した。本手法 を 「RGMス ク リー ニ ング法」 と組
み合 わせ る ことで,ヒ ト腸 ムチ ン糖鎖 を認識す る レクチ ンおよびその付着機構を分子 レベルで特性解
析す る道が初 めて拓かれ た。
以上 の結果 か ら,本 研究で はプロバ イオテ ィック乳酸菌 の効果的 な選抜 システムを構築 す ることが
で き,こ の原理 を用 いて単離 精製 したア シ ドフィルス菌 の菌体表層 レクチ ンの存在 と構造 を遺伝子工
学的手法 を用 いて 明 らか にす ることがで きた。本研究 は,ア シ ドフ ィルス菌の腸管定住性 に関す る基
礎的知見 を広 げたばか りでな く,新 しい発酵乳製品の開発 に応用可能 とした。
そ こで,審 査員一同 は博士(農 学)の 学位 を授与 す るに十分値す る もの と最終 的に判断 した。
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